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1.Girig

Tek hucre jel elektroforezi ya da diger bir adiyla Komet Yéntemi 6karyotik
hicrelerdeki DNA hasarini hicre bazinda saptayabilen duyarl, givenilir ve
hizli bir ydontemdir. Hiicre bazindaki DNA hasarini saptayan ilk arastirmacilar
Rydberg ve Johanson'dir. Bu arastirmacilar, hiicreleri pargalayip agaroz
icerisine gdmdukten sonra agarozu lam Uzerine aktararak alkali kosullarda
DNA'nin aciimasini saglamislardir. Notralizasyon islemi sonrasinda ise
hiicreleri akridin oranj ile boyayarak DNA hasarini fotometre araciligi ile yesil
renkli fluoresansin (¢ift zincirli DNA’y1 ifade eder) kirmizi renkli fluoresansa
(tek zincirli DNA’y1 ifade eder) orani seklinde dlemuslerdir'. 1984 yilinda
Ostling ve Johanson ydntemin duyarliigini arttirmak icin mikrojel elektroforez
teknigini gelistirmislerdir. Arastirmacilar agaroz jel igerisine yerlestirdikleri
hicreleri lam Uzerine aktardiktan sonra deterjanlar ve yuksek tuz
konsantrasyonlari kullanarak pargalamiglar, bu sekilde agiga ¢ikan DNA’ya,
notral sartlarda elektroforez uygulayarak elektroforez sonunda DNA'yi
floresans bir boya (etidyum bromir) ile boyadiklarinda jelde bas ve kuyruktan
olusan ve kuyruklu yildiza benzeyen géruntilerin olustugunu gérmusler bu
nedenden 6turti de teknige “ COMET ASSAY” adini vermislerdir® (Sekil 1).
Noétral sartlarda DNA cift iplikli oldugundan bu teknik yalnizca cift-zincirli
DNA’daki kiriklarin tespitine olanak saglarken, RNA artifakta neden
olmaktadir'.
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Sekil 1. Komet Ydntemine ait jel goruntisu.

Bugin igin Komet Yonteminin iki farkli sekli kullaniimaktadir. Bunlardan bir
tanesi Singh ve ark.’nin 1988 yilinda gelistirdigi alkali elektroforez (pH>13)
teknigidirS. Alkali kogullarda DNA tek iplikli oldugundan bu teknik ile tek zincir
DNA kiriklari ve alkali labil bolgeler tespit edilebilmektedir. Bu yontem Tek
Hucre Jel Elektroforezi (SCGE) olarak bilinmektedir fakat kronolojik
siralamadan dolayi birgok arastirmaci bu yontemi de “Komet Yontemi” olarak
adlandirmaktadir. 1990 yilinda ise Olive ve ark.’lari Ostling ve Johanson’in
notral teknigini gelistirerek alkali muamelesi ile hicreleri parcaladiktan sonra
noétral ya da orta alkali kosullarda elektroforez uygulayarak tek zincir kiriklarini
tespit edebildiklerini bildirmislerdir*>.

Singh ve Olive’in gelistirmis oldugu metodlar prensipte ayni pratikte ise
benzerdir. Fakat Singh’in yontemi daha duyarl gibi g('ernmektedirl.

Singh’in  ydnteminde disuk erime noktali agaroz (LMA) igerisinde
hazirlanan hicre sUspansiyonu lam Uzerine, agar jel ile sandvig modeli
olusturacak sekilde aktarihp pH 10°da deterjanlar ve yuksek tuz
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konsantrasyonlari kullanilarak parcalama islemi gergeklestirimektedir. Daha
sonra ise alkali kosullar altinda kisa bir siire elektroforez uygulanmaktadir.
Parcalama islemi ile nUkleer materyal disindaki hicre bilesenleri
uzaklastiriimis olur. Cok kiguk miktardaki non-histon protein varhidinda bile
DNA silpersarmal halinde iken, alkali kosullarda kiriklarin bulundugu
bdlgelerden agilmaya baglar. DNA hasari yiksek olan hicrelerdeki DNA gogu
daha fazladir ve bu gég kuyruklu yildiza benzer".

Parcalama isleminde ve elektroforezde kullanilan pH degeri teknigin
duyarhligini degistirir. Her iki degisken icin de nétral pH kullanildiginda gift
zincirli DNA’daki kiriklar tespit edilirken pH 12,3'de tek zincir kiriklari ve delay
tamir bolgeleri, pH 13’de ise alkali labil bélgeler, tek zincir kiriklari ve delay
tamir bolgeleri tespit edilebilmektedir'.

2. YOntem

Komet Yéntemi birgok yayinda detayh bir sekilde anlatilmigtir™®’. ilk olarak
hiicreler 37°C'de %0,5'lik LMA ile siispanse edilip daha onceden (izeri
%0,5’lik normal erime noktasina sahip agaroz (NMA) ile kaplanmis lam
Uzerine aktarilir. Katilagtiktan sonra 3. tabaka olarak Uzerine yine %0,5’lik
LMA ilave edilir. Bu U¢ tabakali jel hazirlandiktan sonra hicreler deterjanli
solUsyon igerisinde en az 1 saat bekletilerek pargalanir. Daha sonra lam alkali
ya da nétral bir tampon igeren elektroforez tankina yerlestirilip, DNA'nin
acilmasi icin bir sire beklendikten sonra elektroforez gergeklestirilir.
Elektroforez sonrasinda lam nétralizasyon tamponu ya da PBS ile yikanip
florokrom bir boya ile boyamrl.

Son birka¢ yildir yayinlarda Komet Yodnteminin cgesitli modifikasyonlari
kullanilmigtir. Lizis solisyonunun igeridi ve pH’si, elektroforez tamponunun
icerigi ve pH’si, elektroforez kosullari (voltaj, amper, elektroforez siresi)
degistirilerek ydntemin duyarhhgi degistirilebilmektedirl.

3,6,7

3. Lizis Soliisyonu
Calismanin amacina uygun olan lizis sollisyonu secilmelidir. Noétral lizis
sollisyonlan ¢ift zincir kiriklarinin tespitinde, alkali lizis sollsyonlari ise tek
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zincir kiriklarinin tespitinde kullaniimaktadir. Literatlrlerde en ¢ok kullanilan
alkali lizis soliisyonudur. pH 10-12'de yilksek tuz konsantrasyonu ve deterjan
iceren lizis soliusyonunda hicreler en az 1 saat bekletilir'. McKelvey- Martin
ve ark. lizis solisyonunun igeriginde bazi modifikasyonlar yapmislardir. Bu
arastirmacilar deterjan karisimina N-laurilsarkozin eklemigler ve sonugta bir
degisiklik olmadigini rapor etmi§lerdir6. Rojas ve ark. ise artik protein
kalintilarinin uzaklastirilmasi igin lizis solisyonuna proteinaz K eklediklerini
bildirmislerdir®.

4. Elektroforez Tamponu

Elektroforezden once lamlar alkali elektroforez solliisyonunda bir sire
dengelenir. Bu solisyon deterjan icermez, tuz konsantrasyonu disuk, pH
degeri ise yiksektir. Dengeleme ve elektroforez siresi g¢aligilan hiicre tipine
ve DNA hasarina gdre degisir. Bu adimlarda yapilan degisiklikler dnemli olup
yuksek voltaj kullanilarak ya da elektroforez siresi uzatilarak daha buyuk
suriklenmeler/kuyruklar (kometler) elde edilebilir. Dengeleme siiresi uzadik¢a
yontemin duyarlihdi artar. Green ve ark. dengeleme siresinin 40 dk. dan uzun
olmasi durumunda komet olusumun arttigini bildirmiglerdir. Dengeleme ve
elektroforez sicakhginin arttinimasi da duyarliligi arttirirken ayni zamanda
kontrol grubunda da komet formasyonuna neden olmaktadir. 15°C’de
maksimum ayirimin saglanabilecegi, bu sicaklikta ve 40 dk. dengeleme suresi
ile de maksimum duyarliigin elde edilebilecedi bildirimektedir.

5. Lam Hazirlama

Lam hazirlamada iki temel prosedir kullaniimaktadir, bunlardan ilki tek
tabakali lam digeri ise daha yaygin olarak kullanilan Ug¢ tabakal (sandevig
modeli) lam modelidir.

5.1. Tek tabakali lam modeli
LMA icerisinde slUspanse edilmis hucreler, ticari olarak hazirlanmis 6zel
lamlar Gzerine aktarilarak tek tabakali lam hazirlanmis olur'.
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5.2. Ug tabakali lam modeli (Sandevi¢ modeli)

Bu teknikte 6zel lamlarin kullanilmasina gerek yoktur, rutin analizlerde
kullanilan rodajli lamlar ile sandevig modeli olusturulabilmektedir. ilk olarak
lam yiizeyi NMA ile kaplanir, bu ilk tabakay! olusturur. ikinci tabaka olarak
LMA ile siispanse edilmis hiicreler lam (zerine aktarilir. Ugiincl tabaka olarak
da yine LMA eklenerek Ug¢ tabakali lam hazirlanmis olur'.

ilk tabakadaki agaroz diiz bir zemin olustururken ikinci ve ugiinci
tabakalarin daha siki bir sekilde tutunmasini saglar. Etkin bir analiz i¢in ikinci
tabakada bulunan hicre miktari ve agaroz konsantrasyonu onemlidir.
Genellikle ~1,000-50,000 hicre 10uL PBS veya kdltur medyumu ile siispanse
edilip son konsantrasyon %0,5-1 olacak sekilde, 35-45°C’de, 75 uL LMA ile
kanigitirihir. Eger ikinci tabakadaki hlicre sayisi fazla olursa goriintiileme iglemi
zorlasir. Ugiincii tabaka ise yalnizca hiicreleri korumak igin eklenir'.

6. No6tralizasyon suresi

Elektroforez sonrasi lamlar pH 7,5 Tris tamponunda 5’er dakika 3 defa
yikanarak nétralize edilir. Noétralizasyon siresi uzadikga artifakt yogunlugu
azalmaktadir’.

7. Lamlarin saklanmasi

Lam tlizerine ilk tabakadaki agaroz ilave edildikten sonra 40-50°C’deki
firnda birka¢ dakika bekletilerek agaroz dehidrate edilir’ ve sonraki adimlar
aynen yukarida anlatildigi sekilde uygulanir. Noétralizasyon islemi sonrasinda
da yine diger agaroz tabakalarinin dehidrate edilmesi icgin iki kez 5’er dakika
saf etanolde bekletilir'®.

8. Boyama

Bu teknikteki son adim DNA spesifik bir boya ile DNA’nin boyanarak
goéruntilenmesidir. En ¢ok kullanilan boyalar etidyum bromdr, propidyum
iyodur ve DAPI'dir". Singh ve ark. YOYO-1 ve gumuis yesili boyalarinin
duyarhlig arttirdigini biIdirmisIerdir”.
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9. Veri Analizi

Arastirmacilar verileri degerlendirmede farkh yontemler kullanmiglardir.
Calderon ve ark. DNA hasarini migrasyon gosteren hasarli hiicreleri saglam
hiicrelere oranlayarak o6lgmuslerdir. Bu yéntem ile elde edilen sonug bize
genel DNA hasari hakkinda bilgi verir, hicre dizeyindeki DNA hasari
hakkinda bilgi vermez'. Anderson ve ark. ise migrasyon oranina gore
hicreleri skorlayarak hiicre bazindaki DNA hasarini  Olgtiklerini
belirtmislerdir'>. DNA migrasyonu genellikle ym cinsinden ifade edilmektedir.
Go6¢ uzunlugu fragmantasyon oraniyla ve dolayisiyla DNA hasari ile iligkilidir.
Migrasyon uzunlugu cesitli sekillerde Odlgulebilir; okllerdeki mikrometre
araciligiyla, hucrelerin fotografik goérintllerinin Gzerindeki cetvellerle ya da
goriintlileme sistemlerindeki monitorler aracilig ile dlgiilebilmektedir™*2.

Yalnizca kuyruk uzunlugu DNA hasarini dogru bir sekilde yansitmaz ayrica
bu kuyruk bdélgesinde sirtklenen DNA’nin ylzdesi de dnemlidir. Olive ve ark.
yaptiklari g¢alismalar sonucunda nétral pH'da ve pH 12,3'de (alkali) DNA
migrasyonunun belirli bir yere kadar devam ettigini ve bu noktadan ileriye
gidemedigini bildirmigler. Buna karsilik migrasyon uzunlugunun artmamasina
ragmen goé¢ eden DNA ylzdesinin ise arttigini ifade etmislerdir. pH >13
oldugu alkali kosullarda ise bdyle bir durumun s6z konusu olmadigni bu pH'da
migrasyon uzunlugunun DNA hasarini dogru bir sekilde yansittigini rapor
etmislerdir. Tim bu karigikhdi ortadan kaldirmak icin Olive ve ark. Kuyruk
momenti terimin tanimlamislardir™®.

Kuyruk Momenti = Kuyruk uzunlugu X Kuyruktaki floresan yogunlugu
veya

Goc¢ bolgesindeki DNA yuzdesi
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10. Kullanim Alanlari
Komet ydntemi tim canli hicreler Gzerinde yapilan g¢alismalarda yaygin

olarak kullanilmaktadir ve uygulama alani her gecen gun biraz daha
genislemektedir. Ginumizde Komet yontemi en ¢ok ;

10.

e Genotoksik ve sitotoksik ajanlarin tespitinde
e Cevresel toksikoloji arastirmalarinda

e Kanser arastirmalarinda

e Radyasyon biyolojisinde kullaniimaktadir™*.
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